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論文の内容の要旨
本研究は、人工的に作られた核酸配列ライブラリーの中から標的物質との親和性をもとに取得される分子
といったアプタマーの特性を利用し、抗体に結合するアプタマーを得たうえ、生化学実験研究用のツールと
して応用を試みた。そのため、アプタマーと抗体の持つ特徴を実験的に比較し、その分子認識機構も精査し、
アプタマーの応用性を確認した。
ウサギ由来の IgG抗体(ウサギIgG:以下伺様)を一様に検出するには、ウサギIgGの共通領域 (Fc領域)
を認識するアプタマーの取得が必要となる。通常、研究で利用されるウサギIgGはポリクローナル抗体、つ
まり援数の抗体分子群の混合物である。従って、ポリクローナル抗体を標的物質としてインピトロセレクショ
ン法を実施することで、共通領域を認識するアプタマーの取得が可能であると予想された。本研究はもっと
も汎用的なウサギ由来の抗体をターゲット分子として、抗体に結合したアプタマーを取得した。解離係数を
解析したところ、アプタマーのウサギIgGに対する解離定数は、 0.2ナノモル以下にあって、通常利用され
ているウサギIgG検出用試薬よりも強い親和性を示した。
域得したアプタマーが二次抗体様の特性を持つことを実証するため、ウエスタンプロット法(膜に転写し
たタンパク質の検出法)、免疫沈降法(IP)や酵素免疫澱定法 (ELISA)を用い、市販の二次抗体を比較した。
その結果、アプタマーが二次検出試薬として機能することが認められたc 抗体を利用した IP法のモデル実
験では、これらのアプタマーが天然構造を保った IgGのみを認識し、変性斉iJによって立体構造を失った IgG
には結合しないことを明らかにした。このことは、アプタマーは一種類の IgGのみで標的タンパク質の検出
が簡便に行えるようになり、従来の IP法より優れた特異性を持つ新規の検出技術に展開できた。
ELISA法に IgGアプタマーを利用し、核酸増幅技術を用いて検出するシステムも開発した。この新規検出
システムは従来の immunoゃolymerasechain τeactionを応用し、従来の ELISA法に使用する 2次抗体を IgGア
プタマーに置き換えるだけで実施することができる。この方法では RNA分解酵素阻害斉IJには必要がない、
定量 RT-PCRのみで検出する。 その成果は 16attomoleのヒト血管内皮細胞増殖因子 (VEGF)の検出によ
り実証した。検出感度は従来の ELISA法より 100倍以上の検出限界を向上させた。たった 1mgのRNAア
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プタマーで 1000万回の測定が十分にできる。この方法は immuno-PCRi去を参考にして Immuno-aptamerPCR 
法と命名した。
審査の結果の要旨
申請者は社会人早期終了プログラムに入学してから一年間で下記の博士論文内容をまとめた。
本研究は、人工的に作られた核酸配列ライブラリーの中から抗体との親和性の高い分子といったアプタ
マーをスクリ二ングし、その特異性と感度を従来の汎用される 2次抗体と比較し、生化学実験研究用のツー
ルとしての応用を試みた。申請者は汎用性2次抗体を代替できるアプタマーを取得するため、ウサギIgGポ
リクローナル抗体を標的物質として使用した。その結果、ウサギIgGに対する低解離定数のアプタマーが得
られ、このアプタマーは通常生化学的解析に利用されているウサギIgG検出用試薬よりも強い親和性を証明
した。さらに、汎用性2次抗体を代替するためにもう一つ重要な特徴である特異性をウエスタンブロット法、
免疫沈降法(lP)や酵素免疫測定法 (ELISA)で検証した。その結果、市販2次抗体IgGとは異なり、アプ
タマーが天然構造を保った IgGのみを認識し、変異な立体構造を持つ IgGには結合しないことを明らかにし
た。また、アプタマーが微量 (attomole単位)ターゲットサンプルでも認識・結合できる優れた性質を持つ
ことを、ヒト血管内皮細胞増殖因子 (VEGF)の定量 RT-PCRi去により実証した。本研究はウサギIgGに特
異的に結合するアプタマーを新規に取得し、その立体構造認識能を確認し、新たな免疫沈降検出手法に利用
できる可能性を実験的に証明した。本研究で叡得したアプタマーは抗体にはない機能を持つため、生化学実
験解析に新しいツールとして提示した。
論文審査ならびに最終試験の結果に基づき、著者は博士(生物工学)の学位を受けるに十分な資格を有す
るものと認める。
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